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河南产不同居群柴胡遗传多样性分析 
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摘  要：目的  研究河南野生柴胡遗传多样性。方法  利用伏牛山区和太行山区的 4 个居群 36 份个体的 ITS 序列进行了遗

传多样性分析。结果  基于 ITS 序列共得到 13 个单倍型（A～M），单倍型多样性指数（H）为 0.758±0.001 3，核酸多样性

指数（π）为 0.004 73，遗传分化系数（Gst）为 0.319 8，种群间基因流（Nm）为 0.53。结论  河南野生柴胡种群具有较高

的遗传多样性，但部分地区已经造成了柴胡遗传多样性的降低，柴胡种群间地理距离会限制种子介导的基因流。 
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Analysis on genetic diversity of Bupleurum chinense from different geographical 
populations in Henan Province 
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Abstract: Objective  To investigate the genetic diversity of Bupleurum chinense in Henan Province. Methods  ITS sequences of 36 
individuals of B. chinense collected from four populations in Funiu Mountain and Taihang Mountain areas were used to investigate the 
genetic diversity of B. chinense. Results  Based on ITS sequence data, 13 haplotypes (A—M) were identified, the diversity index (H) 
and nucleotide diversity index (π) were 0.758 ± 0.001 3 and 0.004 73, respectively. Genetic differentiation index (Gst) was 0.319 8, 
and gene flow (Nm) among populations was 0.53. Conclusion  The results indicate that the wild populations of B. chinense in Henan 
Province still have high genetic diversity, but genetic diversity of populations in some aeras declines dramatically. Geographic distance 
among populations will limit the seed-mediated gene flow. 
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柴胡为伞形科植物柴胡 Bupleurum chinense DC. 
和狭叶柴胡 Bupleurum scorzonerifolium Willd. 的干

燥根。柴胡始载于《神农本草经》，已有两千多年的

药用历史，能疏散退热、疏肝解郁、声举阳气，用

于感冒发热、寒热往来、胸胁胀痛、月经不调、子

宫脱垂、脱肛等症[1]。主要分布于我国东北、西北、

华中、华北。柴胡为我国常用大宗中药材品种之一，

不仅国内需求量大，而且出口量大。由于来源长期

依赖采挖，野生资源及其生境破坏严重，资源已近

枯竭，20 世纪 80 年代被列为国家计划管理品种。 
种质资源是育种的基础，遗传多样性是生物多

样性的重要组成部分，是指种内个体之间或一个群

体内不同个体的遗传变异总和。一个物种就是一个

独特的基因库，物种的多样性显示了基因遗传的多

样性。遗传多样性是每个物种或种群所固有的特性，

遗传多样性越丰富，其生命力就越顽强，反之则弱。

因此，在遗传多样性研究指导下对种质资源的收集、

保存、评价和利用，可以掌握种质资源多样性状况、

遗传背景，制定可持续开发利用的方案，为合理保

护与科学利用种质提供科学依据。柴胡种质资源遗

传关系研究已有报道，王秀全等[2]采用用 RAPD 研

究了吉林省东丰县北柴胡栽培基地 5 种柴胡品种的

种源道地性。赵艮贵等[3]采用 RAPD 和 AFLP 分子

标记研究了不同栽培品种的遗传多样性。随着测序

技术的发展测序成本不断下降，DNA 测序正蓬勃发

展并成为比较分子数据的一个主要手段，为植物遗 
                                         

收稿日期：2011-12-23 
基金项目：国家自然科学基金资助项目（30971076） 
作者简介：袁王俊（1972—），男，博士，副教授，研究方向为药用植物资源。E-mail: yuanwangjun@henu.edu.cn 
*通讯作者  尚富德  E-mail: fudeshang@henu.edu.cn 



中草药  Chinese Traditional and Herbal Drugs  第 43 卷 第 6 期 2012 年 6 月 

   

• 1167 •

传多样性研究开辟了广阔的前景。 
河南是野生柴胡的主产地之一，野生柴胡资源

破坏严重，而遗传多样性、引种驯化和栽培等工作

则至今没有开展。本研究测定核基因组的 ITS 片段，

分析了河南产不同居群柴胡的遗传多样性，为河南

野生柴胡资源的评价、保护和育种提供科学依据。 
1  材料和方法 
1.1  材料 

柴胡 Bupleurum chinense DC. 采自河南伏牛山

区和太行山区 4 个野生种群，龙峪湾（LYW）和老

界岭（LJL）属于伏牛山区，九莲山（JLS）和万仙

山（WXS）属于太行山区。每个种群随机采集 9 份

个体，个体间距保持 50 m 以上。采集当年萌发的新

叶，放在保鲜袋中，变性硅胶干燥，置于−70 ℃超低

温冰箱保存备用。大叶柴胡 Bupleurum longiradiatum 
Turcz.和狭叶柴胡Bupleurum scorzonerifolium Willd.为
2 个外类群，均由河南大学生命科学学院董美芳副教

授和袁王俊副教授共同鉴定。 
1.2  PCR 扩增与 DNA 测序 

使用宝生物工程（大连）有限公司植物基因组

DNA 抽提试剂盒（DV811A）提取柴胡基因组 DNA，

操作流程按试剂盒说明书进行。以 8 g/L 琼脂糖凝

胶电泳检测所提取 DNA 的质量。 
扩增 ITS 区所用引物为 ITS-4 5’-TCCTCCGCT- 

TATTGATATGC-3’和 ITS-5 5’-GGAAGTAAAAGT- 
CGT AACAAGG-3’[4]。引物、Taq 聚合酶等均来自

上海生工生物工程技术服务有限公司。扩增反应在

Long Gene MG96＋ PCR 仪上进行，扩增反应体系为

50 μL，反应体系包括 50 ng 基因组 DNA，4 μL 10 
mmol/L dNTPs，2 μL 10 mmol/L 引物，和 2.5 U Taq
酶。PCR 反应扩增程序为 94 ℃、4 min，94 ℃、1 
min，52 ℃、45 s，72 ℃、1 min，32 个循环，72 ℃、 
8 min。产物送华大基因科技股份有限公司测序。 
1.3  数据分析 

核基因片段 ITS 采用单倍型减法获得单倍型序

列[5-6]。将所得到的 ITS 序列用 ClustalX 1.83 软件[7]

进行序列比对，并进行适当的人工校正、剪切，使

每条序列前后端对齐。 
应用 DnaSP version 4.0[8]对总体水平以及每个

种群的遗传多样性参数 [遗传多样性（H）[9]和核苷

酸多样性（π）[10]]进行估计，并估算种群间的基因

流（Nm）与分化系数（Gst）[11]。以狭叶柴胡和大

叶柴胡为外类群，用 MEGA 4.0 软件[12]进行单倍型

的系统发育分析，构建邻接（neighbor-joining，NJ）
树，模型选用 Kimura 2-parameter[13]。用 Bootstrap
分析检验 NJ 树中各分支的内部支持率。 

采用 Arlequin 3.0 软件[14]中的 AMOVA 进行分

子变异分析，计算群体内、群体间的变异方差分布

及群体间遗传分化指数（Fst）。 
对柴胡 ITS片段进行Tajima’s D和Fu & Li’s D*、

F*检测，判断这些位点是否符合中性进化模式，以

鉴定柴胡种群大小的变化。失配分布分析（mismatch 
distribution analysis）推测种群是否经历过扩张或瓶

颈效应[15-16]。这两个分析也均用 DnaSP version 4.0
软件进行。 
2  结果与分析 

本研究共对来自河南4个居群的36份柴胡个体

进行 ITS 片段的测序，DNA 序列提交至 GenBank，
序列号为 JN800307～JN800319，外类群大叶柴胡的

GenBank 序列号为 HM114236，狭叶柴胡的序列号

为 EU592005。ITS 片段比对后的长度为 413 bp，共

存在 14 个碱基替代位点，产生 13 个单倍型（A～

M，表 1）。单倍型 A 数目最多，为 31 个，其次是

单倍型 C，为 27 个，单倍型 B、G、J，分别只有 2
个，单倍型 D、E、F、H、I、K、L、M 则分别仅

有 1 个（表 2）。LYW 有 2 个单倍型（A、C），LJL
有 4 个单倍型（A、C、L、M），JLS 有 5 个单倍型

（B、C、D、F、I），WXS 单倍型种类最多，为 6
个（C、E、G、H、J、K）。单倍型 C 是所有种群

共有的单倍型。 
为了进一步阐明核基因单倍型 A～M 的系统关

系，本研究以狭叶柴胡和大叶柴胡为外类群构建了

系统树（图 1）。其中 A、B、C、L、M 聚为一枝，

支持率为 60%，除了 B 以外，A、L、M 这 3 个单

倍型均只存在于伏牛山区所在的种群（LYW 和

LJL）。而 A 和 C 为主要的单倍型，总和为 58 个。

其余的单倍型则与 A、B、C、L、M 这个枝平行，

支持率也是 60%。 
根据 ITS序列所得柴胡单倍型H＝0.758±0.001 3，

π＝0.004 73。WXS 种群多样性水平最高（H＝0.683±
0.014 4，π＝0.002 97），其次为 JLS 种群（H＝0.484±
0.019 1，π＝0.002 26），LJL 种群多样性水平最低

（H＝0.405±0.020 4，π＝0.005 05）。基于 ITS 序列

种群间 Gst 为 0.319 8，种群间 Nm 为 0.53。LJL 与

JLS 种群间分化最大（Gst 为 0.381 5），LYW 与 JLS
种群遗传分化次之为 0.36，遗传分化最小的为 JLS 
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表 1  柴胡核基因片段 ITS 变化 
Table 1  ITS variation of nuclear gene segments in B. chinense 

ITS 核酸位置 / bp 
单倍型 

22 151 191 214 230 239 262 289 312 325 338 343 364 374
A A T T G T C A A T G G A C A 
B A T T A T C G A T G G A G A 
C A T T A T C A A T G G A C A 
D A T T A T C A A T A G C C C 
E A T T A T C A A T G G C C C 
F A T T A T C A A T G T C C C 
G A T T A T C A A T G T A C C 
H A T T A T C A A T A T A C C 
I A T T A T C A A T G G A C C 
J A T T A T C A A C G G A C C 
K A T T A G C A T C G G A C C 
L A T T A T G A A C G G A C A 
M C C C A T C A A T G G A C A 

 
表 2  种群基本信息 

Table 2  Basic information of populations 

单倍型个体数 / 个 
种 群 

A B C D E F G H I J K L M

LYW 17  1           

LJL 14  2         1 1

JLS  2 13 1  1   1     

WXS   11  1  2 1  2 1   

 

图 1  基于 ITS 序列建立的单倍型邻接树 
Fig. 1  Haplotype NJ tree based on ITS sequence 

与 WXS 种群（Gst 为 0.002 85），LYW 与 LJL 种群

遗传也非常小，仅为 0.011 7。总之，同一山区种群

间遗传分化都非常小。ANOVA 结果（表 3）表明柴

胡群体间的遗传变异（61.87%）高于群体内的变异

（38.13%），群体间的差异已达到了显著水平（Fst＝
0.618 72，P＜0.001），柴胡种内存在着较高水平的遗

传分化。中均为负值，但不显著。表明这些位点符

合中性进化模式，柴胡在整体水平上并未经历过瓶

颈效应或快速扩张等。失配分布分析同样支持柴胡

种群大小没有快速增长，失配分布呈多峰分布（r＝
0.069，P＝0.264）（图 2）。 
3  讨论 
    柴胡是广泛分布于北半球亚热带地区的草本，

种群规模很大，应该具有高的遗传多样性。王秀全 
等[2]用 RAPD 分子标记研究了 4 个不同种源柴胡的 
遗传多样性，发现不同种源柴胡可以明显分开，说

明柴胡种内存在明显的多样性。本实验也发现河南

柴胡野生种群具有较多的基因型，单倍型在该地区

数目为 13（H＝0.758±0.001 3），尤其是太行山区遗

传多样性程度更高，单倍型在该地区数目为 11，两

个居群的单倍型多样性指数都最高，可能是太行山

区生态环境条件复杂，能够较好保存柴胡的野生种 

表 3  柴胡群体分子变异分析 
Table 3  Analysis on molecular variation in all populations of B. chinense 

变异来源 自由度 方差组分 变异分量 变异百分比 / % F 值 
居群间  3 55.014 0.985 05 Va 61.87 
局群内 68 41.278 0.607 03 Vb 38.13 
总体水平 71 96.292 1.592 08 0.618 72
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实线代表种群扩张下的预期分布，虚线代表实际分布 

Solid line represents expectant distribution under expanding population 
Dashed line represents real distribution 

图 2  基于 ITS 序列的柴胡的失配分布分析 
Fig. 2  Mismatch distribution analysis of B. chinense 

based on ITS sequences  

群资源。太行山区两个种群遗传多样性相对较高，

而伏牛山区两个种群遗传多样性较低。可能是由于

伏牛山区受到更多的为干扰。而人为干扰很大程度

上会造成近亲繁殖，从而增加整个遗传上的同源性，

使得遗传多样性丢失，从而形成目前伏牛山区种群

遗传多样性较低的格局。遗传分化分析表明，同一

山区种群间遗传分化较小，太行山区 JLS 与 WXS 之

间 Gst 为 0.002 85，伏牛山区 LYW 与 LJL 之间 Gst
为 0.011 7。而不同山区种群间 Gst 最小的为 0.262 7
（LYW 与 WXS），最高的为 0.36（LYW 与 JLS）。表

明种群间地理距离与遗传分化呈正相关。种群间地

理距离的远近限制了传播种子介导的基因流。 
失配分布指的是单倍型两两之间观察到的差异

数目的分布，能够推测种群大小是否发生过变化。通

常在动态平衡下，从种群中抽取样本，失配分布表现

出多模式（双峰或者多峰），能反映基因树的高度随

机性；但是如果种群经历过扩张后，这种分布变为单

模式分布（钟型曲线分布），显然本研究表现为双峰

（图 2）。Tajima’s D 值对种群的动态历史比较敏感。

显著性的 D 值（正值或者负值）可能是由于种群扩张、

瓶颈效应等因素引起，而不是选择的影响。本研究中

性检验与失配分布分析发现，Tajima’s D 值和 Fu & 
Li’s 检验 D*和 F*值均为负值，且都不显著。综上所述，

认为柴胡种群在过去并未经历明显的瓶颈效应或进

行快速的扩张，而是处于种群的动态平衡状态。 
本研究结果表明河南野生柴胡具有较高的遗传

多样性，但部分人类活动较多的地区造成柴胡种群

的遗传多样性降低。柴胡种群间地理距离会限制种

子介导的基因流。 
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